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Abstract of EP0453060 

The detection of antinuclear antibodies in body fluids is used to diagnose collagenoses and other 
rheumatic disorders. Indirect immunofluorescence is used as detection method, in which cryostat sections 
of rat liver or epithelial cell lines immobilised on slides are covered with patient's serum so that antinuclear 
antibodies which are present bind to the nuclear antigens. This immobilisation is elaborate and scarcely 
suitable for modern routine. The object of the present invention is therefore to immobilise isolated ceil 
nuclei on a solid phase in order in this way to permit efficient determination of antinuclear antibodies in an 
immunoassay. This is achieved by covalent or adsorptive binding of isolated cell nuclei to chemically 
activated solid phases, especially polystyrene surfaces. The advantages of the method are the efficient 
determination of large numbers of samples under standardised conditions, associated with considerably 
lower costs in clinical practice. 
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© Der Nachweis von antinuklearen Antikorpem in 
KSrperflUssigkeiten dient der Diagnose von Kollage- 
nosen sowie von anderen Erkrankungen des rheu- 
matischen Formenkreises. Als Nachweismethode ist 
die indirekte Immunfluoreszenz gebrauchlich, bei der 
auf Objekttrager fixierte Kryostatschnitte von Ratten- 
leber odor epitheliale Zelllinien mit Patientenserum 
uberschichtet werden, so da!3 sich vorhandene anti- 
nukleare Antikorper an die nuklearen Antigene bin- 
den. Diese Fixierung ist aufwendig und zur moder- 
nen Routine kaum geeignet 
Aufgabe der vorliegenden Erfindung 
ist es daher, isotierte Zeiikerne an eine teste Phase 
zu fixieren, um damit eine effektive Bestimmung von 
antinuklearen Antikorpern im Immunoassay zu er- 
mogiichen. Die Losung erfolgt durch kovalente oder 
adsorptive Bindung isolierter Zeiikerne an chemisch 
aktivierte, feste Phasen insbesondere Polystyren- 
oberflachen. 

Die Vorteile des Verfahrens liegen in der effektiven 
Bestimmung grower Probenzahlen unter standardi- 
sierten Bedingungen, verbunden mit wesentlich ge- 
ringeren Kosten in der klinischen Praxis. 
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Die Erfindung betrifft .ein Verfahren zur qualita- 
tiven und/oder quantitativen Bestimmung von anti- 
nuklearen Antikorpern. Das Verfahren findet An- 
wendung in der pharmazeutischen Industrie, den 
Biowissenschaften und in der Medizin. 5 

Antinukleare Antikorper (ANA, ANF) sind Auto- 
antikorper unterschiediicher Spezifitat, die gegen 
Zellkernantigene gerichtet sind. Der Nachweis von 
ANA ist besonders bedeutsam fur die Diagnose 
von Kollagenosen, so vor allem des systemischen to 
Lupus erythematodes und der mit dieser Erkran- 
kung eng assoziierten "mixed connective tissue 
disease (MCTD)", sowie von anderen Erkrankun- 
gen des rheumatischen Formenkreises. 
Als Methode der Wahl zum Nachweis von antinu- 75 
klearen Antikorpern ist die indirekte Immunfluores- 
zenz gebrauchlich, die neben der Bestimmung des 
Titers eine Bewertung des Musters der Kernanti- 
kdrper gestattet Allerdings ist diese Methode mit 
den Nachteilen des hohen Zeitaufwandes, der ho- 20 
hen Kosten sowie der stark eingeschrankten Objek- 
tivierbarkeit behaftet. 

Das Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz be- 
ruht darauf, daP auf Objekttrager fixierte Kryos- 
tatschnitte von Rattenleber (ca.5um) oder epithelia- 25 
le Zellinien (HEp-Zellen) mit verdunntem Patienten- 
serum uberschichtet werden, so da/3 sich vorhan- 
dene antinukleare AntikOrper an die nukieSren Anti- 
korper binden. Die so gebundenen Antikorper wer- 
den durch ein FITC-markiertes Antihuman-lmmun- 30 
globulin nachgewiesen und mit einem geeigneten 
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Die Pre- 
paration der Kryostatschnitte von Rattenleber erfor- 
dert neben dem Aufwand derTierhaltung eine ko- 
stenintensive Technik (Kryostat). Der Einsatz von 36 
Zellen ist an die kontinuierliche Ziichtung dersel- 
ben unter definierten und standard isierten Bedin- 
gungen gebunden und somit fur die immunologi- 
sche Routinediagnostik wenig geeignet. Dieser 
nicht unerhebliche Aufwand sowie die hiermit ver- 40 
bundenen Kosten limitieren die Zahl der Bestim- 
mungen in der hochspezial isierten immunologi- 
schen Diagnostik, so da/J diese den Anforderungen 
der Kliniken nicht mehr gerecht werden kann. Hin- 
zu kommt, da/3 die Durchfuhrung des Testes, die 45 
Beurteilung der Muster und die Interpretation der 
Befunde viel Erfahrung erfordern und somit dem 
Spezialisten vorbehalten sind. Besonders nachteilig 
sind die au/terordentlich schwierige Standardisier- 
barkeit, die durch das zugrundeliegende Substrat 50 
sowie die eingesetzte Technik und Technologie 
determiniert wird, und die durch die visuelle Aus- 
wertung bedingte unzureichende Objektivierbarkeit. 
Es stelit sich daher die Aufgabe isolierte Zellkerne 
so an eine teste Phase zu fixieren, da/3 ein effekti- 55 
ver Einsatz zur Bestimmung antinuklearer AntikSr- 
per im Immunoassay ermoglicht wird. 

Die Aufgabe wird erfindung sgema/3 dadurch 



gelost, da/3 Zellkerne unterschiediicher Herkunft, 
jedoch vorzugsweise aus Rattenleber, an feste 
Phasen adsorptiv oder kovalent gebunden werden, 
so da/3 diese zur spezifischen Bindung von antinu- 
klearen Antikorpern aus Korperfltissigkeiten im 
(Enzym-)lmmunoassay eingesetzt werden. Hierzu 
wird die zu bestimmende KorperflGssigkeit. vor- 
zugsweise Serum, in einer geeigneten VerdLinnung 
mit den Zellkernen inkubiert, so dafl sich vorhande- 
ne antinukleare Antikflrper an die Kernantigene der 
Zellkerne binden. Die so gebundenen Antikorper 
werden nunmehr mit einem markierten Anti-human- 
Antikorper nachgewiesen, wobei vorzugsweise En- 
zyme zur Markierung eingesetzt werden. Zellkerne 
aus Rattenleber kann man besonders vorteilhaft 
einsetzen, da diese die fGr die antinuklearen Anti- 
korper komplementaren Kernantigene in hoher 
Konzentration und Dichte enthalten. Die Isolierung 
der Kernantigene erfolgt durch Dichtegradienten- 
zentrifugation, so dafl die antigenen Strukturen er- 
halten bleiben. Von grower Bedeutung ist, da/3 die 
so gewonnenen Zellkerne stabii und in hoher Dich- 
te an die feste Phase, vorzugsweise Polystyren, 
gebunden werden, ohne da/3 sie ihre Struktur ver- 
andern. Der Zugang der antinuklearen Antikorper 
ist dadurch sterisch kaum behindert. Dies ist vor 
allem durch die adsorptive oder kovalente Bindung 
der Kernantigene an zuvor chemisch aktiviertes 
Polystyren gegeben. 

Der als feste Phase dienende Trager kann unter- 
schiedliche geometrische Formen aufweisen, wobei 
die bekannten Mikrotitrationsplatten besonders ge- 
eignet sind. Einsetzbar sind auch RChrchen, kugel- 
formige oder flachenformige Trager.Die Bindung 
der antinuklearen Antikorper erfolgt durch Inkuba- 
tion des Serums in einer geeigneten Verdunnung 
mit den immobilisierten Zellkernen. Durch unter- 
schiedliche VerdUnnung des zu bestimmenden Se- 
rums ist eine Ermittlung des Titers und somit eine 
semiquantitative Bestimmung moglich. Eine quanti- 
tative Bestimmung ist bei Vorhandensein eines 
Standards prinzipiell moglich. Zur Unterdruckung 
unspezifischer Bindungen gestaltet sich der Einsatz 
von Puffern, die nichtionische oder ionische Deter- 
gentien.lnertproteine, wie Rinderserumalbumin, 
oder aber Serum anderer Spezies, wie KSIberse- 
rum, enthalten, als vorteilhaft. 
Der Nachweis der gebundenen antinuklearen Anti- 
korper erfolgt durch spezifische enzymmarkierte 
Konjugate, die gegen humanes IgG, IgM oder IgA 
gerichtet sind. Far screening-Untersuchungen ist 
die gleichzeitige Erfassung aller Immunglobulin- 
klassen vorzuziehen. Als Enzyme kommen vor- 
zugsweise die Peroxidase und alkalische Phospha- 
tase in Betracht. 

Besonders vorteilhaft und kostengUnstig gestaltet 
sich das Verfahren durch Abspaitung der gebunde- 
nen antinuklearen Antikorper (und somit auch des 
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Konjugates) mit nicht denaturierenden Medien, so 
dafl die an der festen Phase (Polystyren) gebunde- 
nen Zeilkerne funktionell regeneriert werden und 
erneut im Immuniassay eingesetzt werden konnen. 
Als nicht denaturierende Medien sind Losungen mit 
hohen lonenstarken, chaotropischen Agenzien, de- 
polarisierende Reagenzien, elektrostatische und 
Wasserstoffbrilckenbindungen beeinflussende Sub- 
stanzen sowie Haptene Oder aber Puffer mit hohen 
bzw. niedrigen pH-Werten einsetzbar. 
Die Vorteile des erfindungsgema/ten Verfahrens lie- 
gen vor allem in der effektiven Bestimmung grower 
Probenzahlen unter standardisierten Bedingungen, 
so dafl den standig wachsenden Anforderungen 
der klinischen Praxis entsprochen werden kann. 
Verbunden hiermit sind die wesentlich geringeren 
Kosten und der deutlich reduzierte Zeitaufwand des 
Verfahrens durch die objektiven Me/tergebnisse 
und der dam it verknupften Moglichkeit der quanti- 
tativen Bestimmung der antinuklearen Antikorper 
aus. 

Von gro/Jer diagnostischer Relevanz ist die Diffe- 
renzierbarkeit der ANA in unterschiedliche Immun- 
globulinklassen. 

Die Erfindung wird im folgenden an Beispieien 
naher erlautert. 

Beispiel 1 

Die von jungen Ratten gewonnene Rattenleber 
wird in physiologischer Kochsalzlosung abgekGhlt 
und mit einer Schere zerkleinert Anschlieflend wird 
sie mit einem Gias-Teflon-Homogenisator nach 
Potter bei etwa 2000 Umdrehungen pro Minute mit 
8-10 Huben in dem zehnfachen Volumen eines 
0,01 M Phosphat-Puffers, pH 7,4, der 0,005 M 
MgCb und 0,25 M Saccharose enthalt (Puffer A), 
homogenisiert Nachfolgend wird mit dem Homoge- 
nat ein 0,01 M Phosphat-Puffer, pH 7,4, der 0,005 
M MgCI 2 und 0,34 M Saccharose enthSIt (Puffer 
B), uberschichtet und schlie/ilich in einer KUhlzen- 
trifuge 5 min bei 1000 g und 4* C zentrifugiert Der 
Niederschlag wird im Ausgangsvoiumen des Puf- 
fers A, der zusatzlich 1% Triton enthalt, aufgenom- 
men und nochmals zentrifugiert. Der Waschschritt 
wird zweimal wiederholt Die Zeilkerne werden in 2 
ml eiskaltem 0,01 M Phosphat-Puffer aufgenom- 
men und stehen fOr den Nachweis der antinuklea- 
ren Antikorper zur Verfugung. 

Beispiel 2 

Die entsprechend Beispiel 1 isolierten Zeilker- 
ne werden mit einem 0,1 M Phosphat-Puffer, pH 
8,0, auf elne Konzentration von ca.500 eingestellt 
und in dieser Konzentration an chemisch aktivierte 
Polystyren-Mikrotestplatten uber Nacht bei 4*C 
gebunden. Nach Entfernung der ungebundenen 



Zelikerne durch dreimaliges Waschen mit einem 
PBS-Puffer, pH 7,4, der 0,05% Tween 20 
(Waschpuffer) enthalt, werden eventuell noch reak- 
tive Gruppen mit PBS-Puffer, pH 7,4, der 5% Kai- 

5 berserum enthalt, durch zweistOndige Inkubation 
bei 37° C geblockt Nach erneutem Waschen mit o. 
g. Waschpuffer werden die zu bestimmenden Se- 
ren 1 : 50 in einem PBS-Puffer, pH 7,4, der 0,1% 
Tween 20 und 5% Kalberserum enMIt, verdUnnt 

70 und 2 h bei 37° C mit den immobilisierten Zellker- 
nen inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Wa- 
schen mit genanntem Waschpuffer werden die so 
gebundenen antinuklearen Antikorper mit einem 
antihuman-lgG-Peroxidase-Konjugat und nachfol- 

75 gender Bestimmung mit H2O2 und o-Phenylendi- 
amin und abschlie/tender photometrischer Messung 
bei 492 nm nachgewiesen. 

Beispiel 3 

20 

Nach Beispiel 1 isolierte Zeilkerne werden ent- 
sprechend Beispiel 2 an chemisch aktivierte 
Polystyren-Rohrchen gebunden, mit dem in Bei- 
spiel 2 angegebenen Puffer geblockt und anschlie- 

25 fiend mit den zu untersuchenden Seren in einer 
Verdunnung 1 : 50 in angegebenem Puffer inku- 
biert. Die so gebundenen antinukleSren AntikQrper 
werden nunmehr parallel mit einem anti-human- 
IgG-Peroxidase-Konjugat anti-human-IgM- 

30 Peroxidase-Konjugat und anti-human-lgA- 
Peroxidase-Konjugat und nachfolgender Bestim- 
mung der Enzymaktivitat entsprechend Beispiel 2 
nachgewiesen. Hierdurch werden antinukleare Anti- 
korper unterschiedlicher Immunglobulinklassen er- 

35 faQt. 

Beispiel 4 

Nach Beispiel 1 isolierte Zeilkerne werden ent- 
40 sprechend Beispiel 2 an chemisch aktivierte Mikro- 
titrationsplatten gebunden und anschlieflend - wie 
in Beispiel 2 und 3 angegeben - geblockt und mit 
den zu bestimmenden Seren inkubiert. Der Nach- 
weis der antinuklearen Antikorper erfolgt mit einem 
45 trivalenten Konjugat, das humanes IgG, IgM und 
IgA erfatft, und Bestimmung der Enzymaktivitat 
entsprechend Beispiel 2. Dieses Verfahren ist vor 
allem fQr screening-Untersuchungen empfehlens- 
wert 

50 

Beispiel 5 

Im Anschlu/J an die DurchfUhrung des Immuno- 
assays entsprechend den Beispieien 2 - 4 werden 
55 die Polystyren-Trager mit 1 M Kaliumthiocyanatlo- 
sung fUr 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und 
somit die kovalent gebundenen Zelikerne funktio- 
nell regeneriert, so dafl sie fQr einen erneuten 
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Einsatz entsprechend den Beisplelen 2 - 4 zur 
VerfUgung stehen. 

Patentanspriiche 

5 

1. Verfahren zur Bestimmung von antinuklearen 
Antikorpern aus KorperflOssigkeiten, gekenn- 
zeichnet dadurch, dafl Zellkerne unterschiedli- 
cher Herkunft, jedoch vorzugsweise aus Rat- 
tenleber, an feste Phasen adsorptiv oder kova- w 
lent gebunden und nachfolgend zur spezifi- 
schen Bindung und zum Nachweis der antinu- 
klearen Antikdrper im Immunoassay eingesetzt 
werden. 

75 

2. Verfahren zur Bestimmung von antinuklearen 
Antikorpern nach Anspruch 1, gekennzeichnet 
dadurch, dafi die Bindung der Zellkerne an 
zuvor chemisch aktiviertes Polystyren erfolgt. 

20 

3. Verfahren zur Bestimmung von antinuklearen 
Antikorpern nach Anspruch 1 und 2, gekenn- 
zeichnet dadurch, dafl die feste Phase elne 
unterschiedliche geometrische Form hat. 

25 

4. Verfahren zur Bestimmung von antinuklearen 
Antikorpern nach Anspruch 1 - 3, gekennzeich- 
net dadurch, dafl die als feste Phase dienen- 
den Trager in Form einer Mikrotitrationsplatte 
oder eines Rohrchens vorliegen oder aber eine 30 
kugelformige oder flachenfdrmige Gestalt ha- 
ben. 

5. Verfahren zur Bestimmung von antinuklearen 
Antikorpern nach Anspruch 1 - 4, gekennzeich- 35 
net dadurch, dafl die Zellkerne durch Dichte- 
gradientenzentrifugation isoliert werden. 

6. Verfahren zur Bestimmung von antinuklearen 
Antikorpern nach Anspruch 1 - 5, gekennzeich- 40 
net dadurch, dafl die antinukleSren Antikorper 
spezifisch an die immobilisierten Zellkerne ge- 
bunden und im Immunoassay bestimmt wer- 
den. 

45 

7. Verfahren zur Bestimmung von antinuklearen 
Antikorpern nach Anspruch 1 - 6, gekennzeich- 
net dadurch, da/3 die Bindung der antinuklea- 
ren Antikdrper in geeigneten Puffern, die nicht- 
ionische oder ionische Detergenzien oder Pro- 50 
teine enthalten, erfolgt. 

8. Verfahren zur Bestimmung von antinuklearen 
Antikorpern nach Anspruch 1 - 7, gekennzeich- 
net dadurch, daB die gebundenen antinuklea- 55 
ren Antikorper durch speziflsche enzymmar- 
kierte Konjugate, die gegen einzelne Immun- 
globulinklassen oder aber gegen mehrere ge- 



richtet sind. nachgewiesen werden. 

9. Verfahren zur Bestimmung von antinuklearen 
Antikorpern nach Anspruch 1 - 8, gekennzeich- 
net dadurch, da/3 nach Ablaut des Immunoas- 
says die immobilisierten Zellkerne durch nicht 
denaturierende Medien funktionell regeneriert 
werden und somit erneut im Immunoassay ein- 
gesetzt werden konnen. 

10. Verfahren zur Bestimmung von antinuklearen 
AntikQrpern nach Anspruch 1 - 9, gekennzeich- 
net dadurch, dafl die nicht denaturierenden 
Medien Losungen mit hohen lonenstarken, 
chaotropischen Agenzien, mit depolarisieren- 
den Reagenzien, elektrostatische und Wasser- 
stoffbrQckenbindungen beeinflussende Sub- 
stanzen sowie mit Haptenen oder hohen bzw. 
niedrigen pH-Werten sind. 
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© Verfahren zur Bestfmmung von antlnuklearen Antikorpern. 

© Der Nachweis von antinuklearen Antikorpern in 
KorperflOssigkeiten dient der Diagnose von Kollage- 
nosen sowie von anderen Erkrankungen des rheu- 
matischen Formenkreises. Aufgabe der vorliegenden 
Erfmdung ist es, isolierte Zeiikerne an eine feste 
Phase zu fixieren, urn damit eine effektive Bestim- 
mung von antinuklearen Antikorpern im Immunoas- 
say zu ermoglichen. Die Losung erfolgt durch kova- 
lente oder adsorptive Bindung isolierter Zeiikerne an 
chemisch aktivierte, feste Phasen insbesondere Po- 
lystyrenoberflachen. 

Die Vorteile des Verfahrens liegen in der effektiven 
Bestimmung grofler Probenzahlen unter standardi- 
sierten Bedingungen, verbunden mit wesentlich ge- 
ringeren Kosten in der klinischen Praxis. 
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